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摘要 目的 构建稳定过表达 HOTAIＲ 的人滋养细胞 HTＲ-
8 /SVneo 细胞系，并验证 HOTAIＲ 的表达。方法 利用 PCＲ

技术扩增 HOTAIＲ 基因全长序列，并将其克隆入 LV5 载体

中，构建 LV5-HOTAIＲ 载体，重组质粒经双酶切鉴定及测序

验证成功后，转染人胚肾细胞 293T，包装过表达病毒颗粒，

制备并浓缩慢病毒颗粒。将构建好的过表达 HOTAIＲ 慢病

毒载体感染 HTＲ-8 /SVneo 细胞，采用嘌呤霉素筛选出 HO-
TAIＲ 稳定表达的细胞系，荧光显微镜观察绿色荧光表达;

qＲT-PCＲ 验证 HOTAIＲ 表达。结果 重组质粒酶切得到的

条带与预期相符，过表达 HOTAIＲ 慢病毒载体中序列与目标

序列一致。荧光显微镜下过表达 HOTAIＲ 组细胞有绿色荧

光表达; qＲT-PCＲ 结果表明过表达 HOTAIＲ 的 HTＲ-8 /Svneo

稳定细胞株中 HOTAIＲ 表达是 Control 组的 206． 3 倍( P ＜
0. 05) ，是 NC 组的 232． 8 倍( P ＜ 0. 05) 。结论 成功建立稳

定过表达 HOTAIＲ 的 HTＲ-8 /SVneo 细胞，且过表达 HOTAIＲ

的 HTＲ-8 /Svneo 稳定细胞株中 HOTAIＲ mＲNA 表达水平明

显升高。
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子痫前期( preeclampsia，PE) 是严重威胁母儿健

康的妊娠期特有疾病，可引起全身多系统功能失

调［1］。研究［2］表明其发病机制可能与胎盘缺氧及

灌注不良密切相关。子宫螺旋动脉重注不良可引起

胎盘侵袭功能不足，胎盘灌注减少，继而导致 PE 的

发生。长链非编码 ＲNA( long non-cording，lncＲNA)

虽不编码蛋白质但可通过转录后修饰和表观遗传修

饰等方式参与基因表达调控，研究［3］表明 lncＲNA
与滋养细胞功能及胎盘分化、发育密切相关。目前

已报道［4］PE 胎盘中 IGF2 /H19、MEG3、HOTAIＲ 等

多种 lncＲNA 异常表达。HOX 转录反义 ＲNA( HOX
transcript antisense ＲNA，HOTAIＲ) 是一种典型的 ln-
cＲNA，目前研究［5 － 7］表明其可通过调控肿瘤细胞的

增殖、凋亡、迁移、侵袭等功能参与多种肿瘤的发生。
但 HOTAIＲ 与 PE 的发病机制是否相关目前尚未阐

明。
慢病毒是一类从人类免疫缺陷Ⅰ型( human im-

munodeficiency type I，HIV-Ⅰ) 病毒上改造而成的病

毒载体，属于逆转录病毒，其可将自身的病毒 ＲNA
逆转录为 DNA，并与宿主细胞染色体整合，达到目

的基因在宿主细胞内长期、稳定表达的目的。与质

粒及其他病毒载体相比，慢病毒具有感染效率高、转
移基因片段容量大( 10 kb 左右) 、低免疫原性和低

细胞毒性等优点，是携带目的基因的理想载体［8 － 9］。
该研 究 以 慢 病 毒 作 为 载 体 携 带 HOTAIＲ 基 因 入

HTＲ-8 /Svneo 细胞，以实现 HOTAIＲ 在人滋养细胞

内持续稳定地表达。为进一步探讨 HOTAIＲ 在人滋

养细胞中的作用及其分子机制提供有力的支持。

1 材料与方法

1． 1 实验材料及试剂 293T 细胞购自中国科学院

细胞库，HTＲ-8 /SVneo 细胞购自 BioVector 质粒载体

菌种细胞基因保藏中心。胎牛血清( 以色列 Biologi-
cal Industries 公司) ，DMEM、ＲMPI-1640 培养基、胰

酶 Trypsin-EDTA Solution、双抗 ( 青链霉素) ( 美国

gibco 公 司) ，HOTAIＲ 引 物、ＲNAi-Mate 转 染 试 剂

( 上海吉玛制药技术有限公司) ，Polybrene( 德国 Sig-
ma 公司) 。NotI 和 BamHI、DNA 内切酶、DNA 连接
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酶、DNA marker ( 加拿大 Fermentas 公司) 。ClonEx-
press Entry One Step Cloning Kit ( 南京诺唯赞生物

科技有限公司) ，琼脂糖、DNA 凝胶回收试剂盒、质

粒小提试剂盒( 北京天根生化有限公司) ，中量抽提

试剂盒( 杭州爱思进生物技术有限公司) 。10 cm 培

养皿、96 孔板、50 ml 离心管( 美国 Corning 公司) ，过

滤器( 德国 Sartorius Stedim 公司) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 HOTAIＲ 过表达重组慢病毒载体的构建及

鉴定 根据 HOTAIＲ 基因全序列设计 PCＲ 引物并

在上下游分别加上 NotI 和 BamHI 限制性内切酶酶

切位点，同样方法设计无义序列 NC 组引物。通过 2
轮 PCＲ 反应获得目的基因相应的目的片带。片段

利用 EcoＲV 克隆到 pUC57 中，测序验证得到阳性克

隆。并用 ClonExpress Entry One Step Cloning Kit，
将扩增好的片段重组克隆到线性化的 LV5 载体中。
将连接产物转化感受态细胞，将转化后的菌液接种

到 LB 琼脂培养基 ( 含 50 mg /L 氨苄青霉素) 上，

37 ℃温箱倒置培养 16 h。挑取克隆菌落用质粒小

提试剂盒抽提质粒并用 NotI 和 BamHI 对目的基因

及 LV5 载体进行双酶切鉴定，对鉴定正确的质粒进

行测序验证。测序比对正确的即为构建成功的目的

基因表达质粒载体，将构建好的质粒载体进行超纯

去内毒素抽提。
1． 2． 2 慢病毒包装、收集及滴度检测 将重组慢病

毒质粒 LV5-HOTAIＲ 与穿梭质粒 A032 和包装质粒

( pGag /Pol) 经 ＲNAi-mate 共转染 293T 细胞，6 h 后

换液，继续培养 72 h。将上清液4 000 r /min，离心 4
min 后用 0. 45 μm 过滤器过滤收集病毒浓缩液，通

过荧光显微镜应用倍比稀释法检测病毒的滴度。
1． 2． 3 过表达 HOTAIＲ 慢病毒感染及稳定株筛选

选取 P3 ～ P6 代 HTＲ-8 /Svneo 细胞，待细胞密度

达到 50%时，加入 HOTAIＲ 慢病毒载体。实验分组

为 Control、HOTAIＲ-NC 及 HOTAIＲ 不同感染复数

( MOI ) 组: HOTAIＲ-1、HOTAIＲ-2、HOTAIＲ-4、HO-
TAIＲ-8 组。转染 24 h 后换液，72 h 后荧光显微镜

观察细胞中绿色荧光蛋白( green fluorescent protein，

GFP) 的表达情况并收集各组细胞用 qＲT-PCＲ 检测

HOTAIＲ 表达水平，以确定病毒最佳感染复数。将

HOTAIＲ 组及 HOTAIＲ-NC 组慢病毒在最佳感染复

数浓度下转染 HTＲ-8 /Svneo 细胞，用含有终浓度为

1 μg /ml 嘌呤霉素( 预实验筛选的最佳浓度) 的培养

基传代筛选 HOTAIＲ 稳定株，稳定株经传 3 代后荧

光显微镜观察 GFP 的表达情况并收集细胞经 qＲT-

PCＲ 检测 HOTAIＲ 表达情况。
1． 2． 4 qＲT-PCＲ 检测 HOTAIＲ mＲNA 的表达 用

TＲIzol 收集细胞，提取总 ＲNA，用酶标仪 ＲNA 进行

定量，琼脂糖凝胶电泳验证 ＲNA 完整性。以基因特

异性引物进行 PCＲ 扩增，以 β-actin 作为内参。HO-
TAIＲ 引物序列: F: 5'-CAAACAGAGTCCGTTCAGT-
GTC-3'; Ｒ: 5'-TTCTTAAATTGGGCTGGGTC-3'。β-
actin 引物序列: F: 5'-AAACGTGCTGCTGACCGAG-
3'; Ｒ: 5'- TAGCACAGCCTGGATAGCAAC-3'。反应

条件: 95 ℃、3 min; 95 ℃、12 s，62 ℃、40 s( 40 个循

环) 。实验重复 3 次，以 2 － ΔΔCt进行基因表达的相对

定量，确定过表达效率。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 19. 0 进行统计分析，

计量数据以( 珋x ± s) 表示，2 组间比较采用独立样本 t
检验，以 P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 重组慢病毒质粒鉴定 重组慢病毒质粒 LV5-
HOTAIＲ 经 NotI 和 BamHI 双酶切后行琼脂糖凝胶

电泳，结果重组质粒酶切后可观察到一条2 000 ～
2 500 bp 的目的条带( 图 1 ) ，电泳结果与理论值 2
364 bp 相符。重组质粒送测序验证结果显示，重组

质粒中插入的目的片段与 HOTAIＲ 基因序列完全一

致，无碱基突变以及碱基插入、缺失等异常( 图 2 ) ，

表明 HOTAIＲ 慢病毒表达载体构建成功。

图 1 重组质粒 NotI 和 BamHI 双酶切鉴定图片

1: 重组质粒经 NotI 和 BamHI 双酶切后的产物; 2: 10 kb DNA

Marker
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图 2 重组慢病毒质粒 HOTAIＲ 插入片段的部分测序图谱

2． 2 病毒滴度检测结果及荧光显微镜下绿色荧光

表 达 情 况 HOTAIＲ 慢 病 毒 的 滴 度 为 1 × 108

TU /ml，HOTAIＲ-NC 慢 病 毒 的 滴 度 为 2 × 108 TU /
ml。转染慢病毒后的 HTＲ-8 /Svneo 细胞用含有终浓

度为 1 μg /ml 嘌呤霉素的培养基传代筛选 HOTAIＲ
稳定株，嘌呤霉素筛选 3 代后细胞几乎无死亡现象，

表明剩余的细胞均是含有嘌呤抗性的细胞，荧光显

微镜下观察过表达 HOTAIＲ 组与 NC 组细胞均有绿

色荧光表达( 图 3) 。
2． 3 qＲT-PCＲ 检 测 HOTAIＲ 表 达 情 况 qＲT-
PCＲ 检测结果表明:① 不同感染复数的慢病毒转染

72 h 后，HOTAIＲ 组 HOTAIＲ 表达比 Control 组及

HOTAIＲ-NC 组均升高，MOI 为 4 时 HOTAIＲ 表达水

平最高，选择这个浓度为后续转染条件( 图 4 ) 。②
稳定转染 HOTAIＲ 组 HOTAIＲ 表达量是 Control 组

的 206. 3 倍 ( t = 196. 9，P ＜ 0. 05 ) ，是 HOTAIＲ-NC

组的 232. 8 倍( t = 197. 6，P ＜ 0. 05) HOTAIＲ 稳定高

表达细胞株构建成功( 图 5) 。

3 讨论

PE 与胎盘功能障碍密切相关，子宫螺旋动脉重

铸不佳，导致胎盘缺血，进而促进血管活性因子的释

放、血管内皮功能障碍引起 PE 的发生［10］。可见胎

盘功能障碍在 PE 发生发展中起重要作用。目前研

究［4，11］表明 HOTAIＲ 在 PE 胎盘中表达异常，HO-
TAIＲ 与胎盘功能障碍密切相关。Mohammadpour-
Gharehbagh et al［12］发现母体外周血及胎盘 HOTAIＲ
rs10783618 多态性变化可能增加 PE 易感性。Zhang
et al［13］发现 PUM1 与 HOTAIＲ 结合后降低 HOTAIＲ
的半衰期，降低 HOTAIＲ 的稳定性，通过转录后调控

机制下调 HOTAIＲ 的表达抑制滋养细胞的侵袭能力

参与 PE 的发生。但 HOTAIＲ 与 PE 发病机制的研

究仍相对不足，为进一步研究 HOTAIＲ 对滋养细胞

功能影响及下游具体的机制，本课题组构建了 HO-
TAIＲ 过表达载体，通过慢病毒包装提高其转染效

率，并筛选出稳定高表达 HOTAIＲ 的 HTＲ-8 /SVneo
细胞株。

此次研究只构建了 HOTAIＲ 过表达载体后续将

进一步完善 HOTAIＲ 抑制载体的构建。下一步拟探

讨 HOTAIＲ 对滋养细胞功能的影响，及对胎盘功能

相关信号通路的影响。本实验成功构建了 HOTAIＲ

图 3 荧光显微镜下观察稳定转染 HOTAIＲ、HOTAIＲ-NC 慢病毒的 HTＲ-8 /Svneo 细胞 × 200
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图 4 qＲT-PCＲ 检测不同感染复数 HOTAIＲ 慢病毒转染

HTＲ-8 /Svneo 细胞后 HOTAIＲ 表达水平

1: Control 组; 2: HOTAIＲ-NC 组; 3: HOTAIＲ-1 组; 4: HOTAIＲ-2

组; 5: HOTAIＲ-4 组; 6: HOTAIＲ-8 组; 与 Control 组比较: * P ＜ 0. 05;

与 HOTAIＲ-NC 组比较: #P ＜ 0. 05

图 5 qＲT-PCＲ 检测 HOTAIＲ 慢病毒稳定转染

HTＲ-8 /Svneo 细胞中 HOTAIＲ 表达水平

1: Control 组; 2: HOTAIＲ-NC 组; 3: HOTAIＲ 组; 与 Control 组比

较: * P ＜ 0. 05; 与 HOTAIＲ-NC 组比较: #P ＜ 0. 05

慢病毒过表达载体，为后续细胞功能学实验提供良

好基础，也为进一步研究提供可行性。为进一步探

讨 HOTAIＲ 功能及其在 PE 发生、发展中的作用和

机制奠定了基础。
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Abstract Objective To establish a stable human trophoblast cell line HTＲ -8 / SVneo with overexpression of
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HOTAIＲ and to verify the expression of HOTAIＲ． Methods PCＲ was used to amplify the full length sequence of
HOTAIＲ gene and clone it into LV5 vector． LV5-HOTAIＲ vector was constructed． The recombinant plasmid was i-
dentified by double enzyme digestion and verified by sequencing． The constructed overexpressed HOTAIＲ lentivirus
vector was infected with HTＲ-8 /SVneo cells，and the cell lines with stable expression of HOTAIＲ were screened by
purinomycin，and the level of GFP expression was observed by fluorescence microscope． qＲT-PCＲ verified the ex-
pression of HOTAIＲ． Ｒesults The bands obtained by recombinant plasmid digestion were consistent with the ex-
pectation，and the sequences of overexpressed HOTAIＲ lentivirus vectors were consistent with the target sequences．
Under fluorescence microscope，the cells in the overexpressed HOTAIＲ group showed green fluorescence expres-
sion． qＲT-PCＲ results showed that the HOTAIＲ expression in HTＲ-8 /Svneo stable cell lines with overexpression of
HOTAIＲ was 206． 3 times higher than that in the Control group ( P ＜ 0. 05) and 232. 8 times higher than that in the
NC group ( P ＜ 0. 05) ． Conclusion The stable HOTAIＲ-overexpressed HTＲ-8 /SVneo cells were successfully es-
tablished，and the expression level of HOTAIＲ mＲNA significantly increased in the stable HOTAIＲ-overexpressed
HTＲ-8 /SVneo cell lines．
Key words HOTAIＲ; lentiviral vector; HTＲ-8 /Svneo; preeclampsia
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Ghrelin 受体拮抗剂( D-Lys3 ) -GHＲP-6 减轻
肥胖小鼠的脂肪炎症和氧化应激

孟栋栋，魏凯迪，侯静文，吴丽娜，马晓君

摘要 目的 探讨 Ghrelin 受体拮抗剂( D-Lys3 ) -GHＲP-6 对

高脂饮食( HFD) 诱导的肥胖小鼠的脂肪炎症和氧化应激的

改善作用及机制。方法 4 周龄雄性 C57BL /6J 小鼠随机分

为常规饮食( ＲD) 、高脂饮食( HFD) 和 HFD + ( D-Lys3 ) -GH-
ＲP-6 组。饲养 16 周后分析各组小鼠的体质量、体脂率和体

脂成分，收集各组小鼠的血液和脂肪组织。酶联免疫吸附法

检测小鼠单核细胞趋化蛋白 1( MCP-1) 、白细胞介素( IL) -6、
肿瘤坏死因子-α( TNF-α) 和 IL-10。HE 染色评估脂肪细胞

直径及脂滴水平。免疫荧光染色及流式细胞术分析脂肪组

织血管基质成分( SVF) 巨噬细胞的数量及表型。检测各组

血清中总超氧化物歧化酶( SOD) 、丙二醛( MDA) 、过氧化氢

酶( CAT ) 、黄 嘌 呤 氧 化 酶 ( XO ) 、谷 胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶

( GPx) 、黄嘌呤脱氢酶( XDH) 的活性。结果 HFD 组小鼠

体质量、体脂率、附睾白色脂肪组织( eWAT) 、皮下白色脂肪

组织( sWAT) 、肩胛间脂肪组织 ( iBAT ) 及脂肪细胞直径、
iBAT 脂滴水平均较 ＲD 组显著升高( P ＜ 0. 05) ; 但在 HFD +
( D-Lys3 ) -GHＲP-6 组上述指标较 HFD 组均有明显下降( P ＜
0. 05) 。与 HFD 组 相 比，HFD + ( D-Lys3 ) -GHＲP-6 组 血 清
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IL-6、TNF-α、MCP-1 及 MDA、XO 和 XDH 活性均明显下降，

而 IL-10 及 SOD、CAT 和 GPx 活性均升高( P ＜ 0. 05 ) ; 并且

eWAT 组织冠状结构( CLS) 数、SVF 中巨噬细胞总数、巨噬细

胞 M1 表型下降而 M2 表型升高 ( P ＜ 0. 05 ) 。结论 ( D-
Lys3 ) -GHＲP-6 可能通过抑制促炎性巨噬细胞募集并加速其

M1 表型向 M2 表型转换和维持氧化应激平衡来缓解 HFD

诱导的肥胖和脂肪炎症。

关键词 高脂饮食; Ghrelin; ( D-Lys3 ) -GHＲP-6; 脂肪炎症; 氧

化应激; 巨噬细胞极化
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肥胖症是一种以营养过剩导致的过度脂肪沉积

为特征的慢性代谢炎症性疾病，其能引起胰岛素抵

抗( insulin resistance，IＲ) 、非酒精性肝病、心血管疾

病和 2 型糖尿病等多种并发症［1 － 2］。饥饿激素( Gh-
relin) 是一种能促进生长、食欲和调节能量的生长激

素释放肽，也是肥胖的关键调节因子之一［3 － 4］。虽

然，肥胖症的发病因素众多，但过度膳食高脂肪食物

是大部分肥胖症的直接原因［5］。因此，该研究采用

高脂饮食( high fat diet，HFD) 诱导的肥胖小鼠模型，

观察 Ghrelin 受体拮抗剂( D-Lys3 ) -生长激素释放肽
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